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Pengekspresan protein dapat dikesan dengan menggunakan 
elektroforesis 2-dimensi (2-DE) dan hasilnya adalah suatu 
elektroferogram. Elektroferogram ini kemudiannya perlu diwarnakan 
bagi  menghasilkan suatu peta protein. Peta protein yang terhasil ini 
merupakan kajian kuantitatif bagi memerhati perubahan protein yang 
diekspreskan oleh sesuatu tisu, sel mahupun bendalir badan. Kajian 
ini dapat mengenal pasti protein yang hadir atau juga yang hilang 
ketika proses embriogenesis berlaku .  
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Dalam kerja selidik ini, pengekspresan protein semasa embriogenesis  
Puntius gonionotus  telah menunjukan protein tersebut mengalami 
perubahan semasa melalui tujuh fasa perkembangan yang dikaji. 
Matlamat utama penyelidikan ini adalah bertujuan untuk memajukan 
kaedah 2-DE bagi mengkaji perubahan protein yang berlaku semasa 
embriogenesis.   
 
Bagi memajukan kaedah ini beberapa kerja preliminari dijalankan 
terlebih dahulu, iaitu pemilihan penimbal lisis, peratusan gel dan juga 
pewarnaan gel yang sesuai. Elektroforesis dua–dimensi (2-DE) 
merupakan suatu kaedah yang digunakan dalam mengkaji ekspresi 
protein secara keseluruhan dalam sesuatu sampel. Melalui kaedah ini, 
campuran protein kompleks dapat dipisahkan dalam gel 
poliakrilamida berdasarkan cas dan berat molekul protein tersebut. 
 
Pemilihan penimbal lisis yang sesuai perlu  dilakukan berikutan tiada 
satu pun kaedah penyediaan sampel yang dapat digunakan secara 
universal bagi mengekstrak semua jenis protein yang terkandung 
dalam setiap sampel yang dikaji. Oleh yang demikian,  bagi 
melakukan perbandingan, beberapa jenis penimbal lisis  berdasarkan 
kepada kaedah Görg et al. (2000) dan Kanaya et al. (2000) samada yang 
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asal dan juga yang telah diubahsuai serta penimbal Triton X-100 telah 
digunakan. Seterusnya ekstrak-ekstrak protein tersebut dinilai melalui 
elektroforesis 1-dimensi. Penimbal lisis Kanaya et al. (2000) yang telah 
diubahsuai adalah didapati larutan pengekstrak yang paling berkesan 
bagi melarutkan protein telur Puntius gonionotus. Penggunaan 
penimbal ini dapat menghasilkan jumlah jalur protein yang paling 
banyak dalam pemisahan elektroforesis 1-dimensi. Penimbal lisis ini 
seterusnya telah digunakan untuk mengekstrak protein dari beberapa 
fasa embriogenesis Puntius gonionotus. 
 
Seterusnya, penentuan peratusan gel yang sesuai pula telah dilakukan 
dengan menggunakan empat jenis peratusan gel yang berbeza. Ia amat 
penting dalam memastikan julat pengasingan protein yang dikaji 
adalah luas. Didapati SDS-PAGE yang mempunyai peratusan gel 12% 
telah dipilih berikutan ia berjaya mengasingkan protein dalam julat 
yang luas.  
 
Langkah terakhir bagi memajukan kaedah ini, pemilihan kaedah 
pewarnaan gel pada elektroferogram yang dihasilkan dilakukan. Ia 
dilakukan untuk mengesan protein yang telah dipisahkan. ’Coomassie 
Brilliant Blue R-250’ dan pewarnaan ‘silver’ telah dipilih untuk 
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dilakukan perbandingan. Peta protein merupakan hasil akhir yang 
diperolehi dan ia hanya berjaya diwarnakan melalui pewarnaan 
‘silver’.   
  
Melalui peta protein yang diperolehi didapati, degradasi dan sintesis 
protein berlaku sepanjang proses embriogenesis. Terdapat protein 
baru dihasilkan bagi setiap fasa embriogenesis. Namun begitu, ada 
juga protein yang tidak dapat dikesan setelah melalui fasa 
perkembangan embrio tersebut. Boleh dikatakan kebanyakan protein 
yang diperolehi adalah bersifat basik dengan julat pH diantara pH 7.5 
- pH 10. 
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Protein expression can be detected through 2- dimension 
electrophoresis (2-DE) and the result is known as an electropherogram. 
The electropherogram is then stained to produce a protein map. This 
protein map is a quantitative study to obtain the protein changes 
expressed by tissues, cells or even body fluids. This study is used to 
determine the visible or disappeared protein during embryogenesis 
process.  
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In this investigation, protein expression during embryogenesis of 
Puntius gonionotus shows that the protein went through seven phases 
of development modification. The main objective of this study is to 
improve the 2-DE method.  
 
Few preminary steps has been done to improve the method such as 
selection of lysis buffer, gel percentage and also suitable gel staining 
method. In general 2-DE is a method used for protein expression of 
any sample. Through this method, mixture of a protein complex can be 
separated in a polyacrylamide gel according to charge and molecular 
weight of the protein. 
 
Selection of suitable lysis buffer have been done since there is no 
universal sample preparation method to extract all kinds of protein 
contained in each sample. Therefore, for comparison, a few type of 
lysis buffer according to the method used by Görg et al. (2000) and 
Kanaya et al. (2000) whether the original or modified method and also 
Trixton X-100 buffer have been used. Hence, the protein extracts are 
valued by 1-DE. The modified lysis buffer by Kanaya et al. (2000) is the 
best extraction solution to dissolve the egg Puntius gonionotus protein. 
This lysis buffer showed the most protein bands in 1-DE separation. 
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The buffer is then used to extract proteins in few phases of Puntius 
gonionotus embryogenesis. 
 
The next is the selection of suitable gel percentage done with four 
different gel percentages. This is important to make sure the broad 
range of protein separation. From this experiment, SDS-PAGE with 12 
%(v/v) gel selected since it have a broad protein separation. 
 
The last step to improve this method is the electropherogram gel 
staining method. It used to detect the separated protein. Coomassie 
Brilliant Blue R-250 and silver staining methods were selected for 
comparison. Protein mapping is the last stage of result obtained from 
silver staining procedure. 
 
Through the protein mapping, degradation and protein synthesis 
occur throughout the embryogenesis process. There are new proteins 
produced at each embryogenesis phase, though there are few proteins 
not detected after embryo development phase. Most of the proteins are 
basic with the pH range of 7.5 to 10.0. 
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